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Resumo. O hidromel € uma bebida popularmente conhecida em algumas regifes da Europa,
onde sua composicdo provém da diluicdo do mel em &gua com adicdo de nutrientes e
leveduras. No Brasil seu consumo ainda € considerado baixo diante de outros tipos de bebidas
fermentadas, mas com crescente consumo. Por ser um clima diferente da Europa, as
condicdes de fabricacdo sdo diferentes, por isso 0 objetivo deste trabalho foi o estudo e a
fabricacdo de hidromel com base na fermentacdo dos acUcares do mel, encontrando o
rendimento da reacdo ap6s a fermentacdo em trés diferentes temperaturas, a partir da
determinacdo do teor alcodlico da reacdo de fermentacdo. Utilizou-se o fermento Lalvin
EC1118 devido as suas caracteristicas fermentativas em diferentes temperaturas. Os ensaios
foram conduzidos em balGes volumétricos de 1L, acompanhados quanto a reducdo da
concentracdo de agucares e producdo de alcool durante a fermentagdo. As conversdes obtidas
foram relacionadas as condi¢des de temperatura e comparadas com o rendimento tedrico. As
caracteristicas fisico-quimicas foram comparadas com a literatura e verificou-se que apenas a
fermentacdo realizada a temperatura ambiente apresentou conversdo indicada pela literatura e
legislacdo vigente de 10,4%.

Palavras-chave: Hidromel, fermento, reacéo, mel, biorreator.

Absctract. Mead is a drink popularly known in some regions of Europe, where its
composition comes from the dilution of honey in water with the addition of nutrients and
yeasts. In Brazil, its consumption is still considered low compared to other types of fermented
drinks, but with increasing consumption. Because it is a different climate from Europe, the
manufacturing conditions are different, so the objective of this work was the study and
manufacture of mead based on the fermentation of honey sugars, finding the reaction yield
after fermentation at three different temperatures, from the determination of the alcoholic
content of the fermentation reaction. Lalvin EC1118 yeast was used due to its fermentative
characteristics at different temperatures. The tests were carried out in 1L volumetric flasks,
followed by the reduction of sugar concentration and alcohol production during fermentation.



The obtained conversions were related to the temperature conditions and compared with the
theoretical yield. The physical-chemical characteristics were compared with the literature and
it was found that only the fermentation carried out at room temperature showed a conversion
indicated by the literature and current legislation of 10.4%.

Keywords Mead, fermentation, reaction, honey, bioreactor
Introducéo

Bebidas fermentadas a base de mel vem se tornando popularmente conhecida no
Brasil, sendo assim, o hidromel vem sendo difundido em territorio nacional, pois além de suas
propriedades nutricionais e terapéuticas, ha valor agregado no produto final o que proporciona
movimento econdmico ao setor. No entanto, mesmo com sua importancia social, ambiental e
econbmica, ha poucos estudos cientificos que abordam as propriedades fisico-quimicas,
reacionais, palinologias que podem padronizar o processo de fabricacdo, qualidade e
rendimento (DANTAS, 2016).

Segundo a Instrucdo Normativa do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento, de 2008, Anexo Ill, Regulamento Técnico para a Fixacdo dos Padrdes de
Identidade e Qualidade para Hidromel, Art. 48, o Hidromel é a bebida com graduacédo
alcoolica de 4 a 14%, em volume a 20°C, obtida pela fermentacdo alcoolica de solucdo de mel
de abelha, sais nutrientes e 4gua potavel (BRASIL, 2008).

Neste contexto, existe uma necessidade de aprimorar parametros de processo a fim de
garantir maximizacdo em sua eficiéncia e tempo de fabricacdo, pois, durante o processo de
extracdo de mel ha perdas significativas do produto, uma vez que, em seu manuseio, parte do
material ficara retida em utensilios, equipamentos e colmeias (FERNANDES et al., 2009).

Como o processo de fabricacdo é pouco estudado, usualmente adota-se uma
metodologia proxima ao processo de fabricagdo de vinhos, o qual consiste industrialmente a
um processo fermentativo em batelada, em que héa ativacdo e isolamento de microrganismos,
0 que permite que a fermentacdo aconteca sob excelentes condigdes (QUEIROZ, 2014).

O processo de batelada nos processos fermentativos é Gtil por permitir um longo
tempo de processo em reacgdes lentas e a conservagdo de substratos mesmo em baixo nivel e
volume. Para o uso do modelo de biorreator € necessario conhecer as variaveis que interferem
no processo como velocidade, crescimento e morte das células do indculo (meio de cultivo de
concentracdo adequada, a ser usada na fermentacdo do mosto) (GONZALES, 2004).

As caracteristicas principais que define um hidromel de qualidade, estdo diretamente
ligadas a sua composicdo e o teor de compostos volateis, tais como: alcodis, ésteres, aldeidos,
acidos carboxilicos, entre outros. O volume gerado destes compostos esta relacionado com a
qualidade da matéria prima, condi¢fes de fermentacdo e também a maturacdo (MENDES-
FERREIRA et al., 2010).

Algumas precaugdes no preparo do mosto implicam a garantia de uma boa
fermentacdo, impossibilitando a proliferacdo de bactérias que possuem capacidade de
metabolizar os agucares gerando &cidos carboxilicos, 0 que acarreta aumento nos niveis de
acidez volatil da bebida e origina ésteres anormais e indesejaveis (PEREIRA et al.,2009).

Neste contexto, foi estudada a influéncia da variacdo de temperatura no processo
fermentativo de producéo do hidromel. Com finalidade determinar qual o melhor ambiente
para a fermentacédo ocorrer, garantindo assim que 0s processos ocorram de maneira a garantir
que a fermentacdo atinja seu ponto ideal no menor de tempo possivel. Sendo assim, propor
um ambiente que traga aos processos de fabricacdo de hidromel confiabilidade e garantia de
fermentacdo. Ademais, foi analisado o processo de fermentacdo dos agUcares do mel em
escala de laboratorial, pela construgéo de trés biorreatores anaerobicos para condicionamento



das amostras com o objetivo de aprimorar métodos e variaveis de processo. Este
procedimento visa a maximizacdo da velocidade em relacdo as condicdes de temperatura
ambiente. Para atingir esse objetivo serdo fabricadas 3 amostras de agua em mel com a
mesma concentracdo, separando-as em trés condicdes: temperatura controlada em
aproximadamente 10°C, a segunda amostra submetida a 35°C por meio de uma lampada
incandescente de 100 W e a terceira amostra em temperatura ambiente, com a influéncia das
variagOes climéticas.

Hidromel

O hidromel é um produto amplamente conhecido e consumido no Continente Europeu.
Porém, no Brasil, a popularidade de produtos com essas caracteristicas ainda é baixa
(MATTIETTO et al., 2006). Seu consumo é reconhecido como um dos mais antigos da
humanidade, provavelmente antes até mesmo do vinho e prenuncia a cerveja (PEREIRA,
2008).

Segundo o Decreto n° 6871 de 4 de junho de 2009, normas que regem a fabricacdo de
bebidas alcodlicas, “(...) € a bebida com graduacao alcoolica de 4 a 14 por cento em volume,
20°C, obtida pela fermentacdo alcoolica de solucéo de mel de abelha, sais nutrientes e agua
potavel” (BRASIL, 2009). A instrucdo Normativa de 2012 estipula pardmetros legais para
fabricacdo de hidromel, onde destaca a proibi¢do o uso de acUcar (sacarose) para a producédo
dessa bebida (BRASIL, 2012). De acordo com este instrumento legal, o hidromel pode ser
classificado em seco ou suave, de acordo a quantidade de acucar na bebida (BRASIL, 2012).

Portanto, trata-se de uma bebida fermentada composta de mel, 4gua e leveduras. Seu
teor alcodlico pode variar de 8 a 18% em volume de alcool e sua fermentacdo pode variar de
alguns meses a anos e isso esta diretamente relacionado principalmente ao tipo de mel, da
levedura, da nutricdo e do controle de pH (NAVRATIL et al., 2001, SROKA e TUSZYNSKI,
2007, KAHOUN et al., 2008, MENDES-FERREIRA et al., 2010). A agua na producédo de
bebidas fermentadas deve ser livre de impurezas, filtrada, sem cloro, sabor e cheiro, in6cua,
livre de contaminagdes, para servir de nutriente para as leveduras fermentativas (REBELLO,
2009).

Os tipos de hidromel que podem ser fabricados sdo seco e suave. Essa caracteristica é
adquirida pela forma e tecnologia implementada ao processo. Esta producdo depende do
tempo de fermentacdo, e principalmente da concentracdo de mel na solugcdo com &gua e da
graduacdo alcodlica resultante. No passado, na producéo do hidromel, a fermentacdo alcoodlica
era resultado do crescimento de micro-organismos selvagens presentes no mel de forma
natural. Nestes casos, ndo é possivel prever a fermentacdo, ha casos que tornam o hidromel
ndo consumivel pela presenca de leveduras contaminantes e de bactérias que alteram
diretamente o sabor e suas caracteristicas. Nos processos atuais de hidromel, para a reducao
de riscos de contaminacéo, leveduras comerciais tém sido utilizadas para se estabelecer maior
controle durante o processo fermentativo (MENDES-FERREIRA et al., 2010, Roldan et al.,
2011).

Processo Fermentativo do hidromel

A fermentacdo do hidromel pode ser realizada de varios metodos que utilizam
bioreatores, que podem ser operados de forma descontinua, descontinua alimentada ou
continua. (SCHIMIDELL e FACCIOTTI, 2001; PACHECO, 2010) dentre as quais destaca-se
abaixo 0 modo descontinuo e descontinuo alimentado.

Um dos processos fermentativos ocorre em biorreatores no sistema de batelada, ou
seja, ndo h& adicdo ou retirada de material durante o processo da reacdo. Ele é um dos
sistemas mais utilizados pela facilidade de operacdo, porém se desenvolve em reatores de



volume pequeno e, por isso, tem-se baixo rendimento e, consequentemente, baixa
produtividade (CARVALHO e SATO, 2001). O processo de operagdo inicia quando a
amostra a ser fermentada € adicionada no biorreator no sistema de batelada e inoculada com o
microrganismo. O fermentador é fechado o que bloqueia a entrada de O e garante apenas a
saida de CO2 (MARTINEZ, 2007). A fermentacdo termina quando a méxima conversdo dos
acucares em alcool € alcangada, instante no qual € retirada a amostra. O produto ja fermentado
é transferido para as etapas de recuperacao e purificagdo do produto. Apos a limpeza, etapa de
esterilizacdo do biorreator, novas bateladas podem ser inseridas para uma nova fermentacao
(SOUSA, 2016).

Ha também o processo de batelada alimentada, neste método operacional, a adi¢do dos
indculos e nutrientes é controlada e ficam no processo até o final da fermentacdo Ele tem se
mostrado eficiente e versatil nos processos fabricacdo de fermentados, pois apresentam um
pequeno risco de contaminagéo, e permite a utilizacdo dos fermentadores para a fabricagédo de
diversos produtos (CARVALHO e SATO, 2001). E comum utilizar vérias dornas de
fermentacdo independentes, e podem ser operados com ou sem reciclo de células (SOUSA,
2016).

O processo acima descrito apresenta vantagens em relacdo aos outros tipos processos,
como por exemplo, a producdo de concentracdes elevadas de células. Neste ultimo, tempo de
processamento é alto, devido aos produtos associados ao crescimento celular, além do melhor
controle das condicdes de adicdo de substratos durante a fermentacdo (NEVES, 2003).

A fabricacdo do hidromel sua estrutura pode ser considerada “simples”, visto que se
resume a diluicdo do mel em agua e no desenvolvimento bioldgico que é formado por reagdes
bioguimicas sequenciadas. No entanto, no decorrer do desenvolvimento hé diversas variaveis
gue ndo podem ser controladas pelo fator humano e, consequentemente impacta no resultado
final. O clima, o periodo do ano, que determina as flores disponiveis, e a existéncia de
predadores sdo alguns destes aspectos (SILVA, et al. 2006). As caracteristicas sensoriais do
hidromel estdo relacionadas a composicdo de compostos volateis, tais como: alcoois, ésteres,
aldeidos, acidos carboxilicos, entre outros. A presenca e concentracdo destes compostos estao
relacionadas com a qualidade da matéria prima, condi¢des de fermentacdo e também a
maturacdo (MENDES-FERREIRA et al., 2010), as quais sdo variaveis do processo.

Variaveis do processo

As variaveis do processo sdo cruciais para uma boa fermentacdo e sdo elas a qualidade
da matéria prima, temperatura, concentracdo de acuUcar e disponibilidade de nutrientes sdo
essenciais para a qualidade do hidromel.

Indesejaveis do Processo

Atrasos no processo fermentativo relacionados ao estresse osmdtico, falta de nutrientes
esséncias ou em funcdo de temperatura inadequada, podem gerar compostos e ou sabores ndo
desejaveis, dando origem a um hidromel de paladar desagradavel, com sabor residual gerado
pelas leveduras em funcdo da incapacidade de adaptar-se ao meio (PEREIRA, 2009).

Pressdao Osmotica

O estresse é a pressdo osmotica que € a forga que existe entre duas solucdes de
diferentes concentragdes separadas por uma membrana semipermedvel. Quando a levedura é
exposta ao mosto, ela é submetida a uma pressdo osmatica, e essa exposi¢ao desencadeia uma
resposta da célula contra estresse. Em muitos processos fermentativos o estresse osmatico tem
inicio no comeco da fermentacao, diminuindo apos a reducdo gradual dos agucares no meio.



PressGes osmoticas muito elevadas podem modificar o metabolismo da levedura ou diminuir a
viabilidade da mesma (HEGGART et al., 1999).

Falta de Nutrientes

Uma deficiéncia de nutrientes fard& com que as leveduras ataquem as proteinas,
liberando H»S (aroma de ovos podres). Também é necessaria a presenca de esterdis e acidos
graxos insaturados, obtendo-os inicialmente a partir do mosto e posteriormente a partir das
células-tronco. Esterdis e &cidos graxos insaturados de cadeia longa sdo fundamentalmente
necessarios para que suas membranas celulares funcionem (HOUGH, 1990).

Temperatura

A variavel temperatura esta diretamente relacionada a velocidade da reacdo, nisso
quanto maior a temperatura, maior sera a velocidade da fermentacéo, logo, consequentemente
maior sera a probabilidade de contaminacdo por bactérias, maior a vulnerabilidade das
leveduras perante a toxidez do alcool.

A Fermentacéo

A reacdo ocorre por acdo das leveduras é a fermentacgdo alcodlica. Os produtos obtidos
sdo o etanol e o didxido de carbono em proporcdo equimolar. Gay-Lussac foi o primeiro a
comprovar esta reacdo, onde 100g de glicose rendem 51,1 g de etanol e 48,9 g de diéxido de
carbono. O rendimento tedrico de 51,1% em massa & conhecido como coeficiente de
GayLussac e é dado basico para célculo de eficiéncia de conversao, onde um mol de Glicose
(180g/mol) € responsavel por gerar 2 mols de Etanol (92g/mol) e 2 mols de Didxido de
Carbono (88g/mol) (JACKMAN, 1991).

Reacéo

H,0
C12H33011 — CsH1206 + CsH1206 (R1)
Sacarose  invertase frutose glicose

zimase

C6H1206 —— 2C2H50H + ZCOZ (RZ)
Glicose etanol gas carbdnico

O mel

O mel é uma solucéo concentrada de dois agucares redutores: frutose e glicose com
uma proporgdo de 69,5%, sendo em media 38,5% frutose e 31% de glicose da sua
composicdo, que apresentam a capacidade de reduzir ions de cobre em solucdo alcalina
(SILVA et al., 2006).

O Brasil tem vasto potencial para producdo de mel de abelha, assim como a sua flora,
extensdo territorial e a variacdo do clima. Todos esses fatores influenciam o produto em suas
propriedades fisico-quimicas (Tabela 1). Com o crescimento do mercado, o Brasil vem se
tornando um grande produtor de mel e dos demais produtos apicolas (ESCOBAR; XAVIER,
2013; GOIS et al., 2013).



Tabela 1 - Composicdo média do mel de abelha.

Valor cal6rico e composicao Minerais Vitaminas
centesimal
Calorias (kcal/100g) 304 Calcio (mg/100q) Vitaminas 0,5

Umidade (g/100g) 17,10 Fdsforo (mg/100g)  Vit. C (mg/100g) 0,5 0,038
Carboidratos totais (g/100g) 82,40 Sédio (mg/100g) Rlboflav(l)ng 3(;ng/lOOg) 0,121

Frutose (g/100g) 38,50 Potassio (mg/100g) Nlacmg (1r2%/100g) 0,068

Glicose (g/100g) 31,00 Ac. Pantoténico 0,024

Ferro (mg/100g) (mg/100g) 0,068

Maltose (g/100g) 7,20 Zinco (mg/100g) Vit. B-6 (mg/100g) 2

Sacarose (g/100g) 1,50 Magnésio (mg/100g) Folato total (mg/100g) 0,001
Outros carboidratos g (100g) 4,00 Selénio (mcg/100g)

Fibras (g/100g) 0,20 Cobre (mg/100g)
0,30 Manganés

Proteina total (g/100g) (mg/100g)

Fonte: (SILVA et al., 2006).
Agua

A 4agua exerce papel fundamental na fabricacdo, pois suas propriedades podem
ocasionar alteragBes no resultado final. Além de influenciar o tempo de maturacdo, na
conservacao, dogura e no sabor, também servird como um referencial na qualidade do mel. Ao
se tratar de parametros ndo controlados pela acdo humana, as propriedades fisico-quimicas do
mel estdo ligadas pela variacdo de temperatura, consequentemente sua densidade e
viscosidade pode representar entre 16,4 e 20% do mel (SILVA et al., 2006). A &gua na
producdo de bebidas fermentadas deve ser livre de impurezas, filtrada, sem cloro, sabor e
cheiro, inbécua, livre de contaminagdes, para servir de nutriente para as leveduras
fermentativas (REBELLO, 2009).

Fermento

Além da agua, a fermentacdo do hidromel tem seu grau de relevancia, pois esta
diretamente relacionada a temperatura e resultado final do produto. Temperaturas elevadas
incapacitam o agente da levedura e trazem em torno de vinte compostos indesejaveis,
enquanto que as temperaturas mais baixas tendem a reduzir a fermentagdo, implicando
consideravelmente um aumento no namero de dias e na queda de crescimento biolégico. As
leveduras que serdo utilizadas devem conter caracteristicas possiveis a serem previamente
calculadas como tolerancia osmotica e baixas restricGes nutricionais, pois essas podem trazer
notas indesejaveis ao paladar (SILVA et al., 2006).

Dada a necessidade de garantir uniformidade na qualidade do produto é fato de que ha
um grande numero de variaveis envolvidas em uma fermentacdo espontéanea, os produtores de
vinho tornaram sua pratica usual o uso de leveduras secas ativas (LSA) (TORIJA et al, 2002).
A inoculagdo com LSA favorece um inicio mais rapido da fermentacdo (geralmente a fase de
laténcia é reduzida) e um consumo total dos aglcares fermentaveis, reduzindo possiveis
problemas de fermentacao; também permite maior controle microbioldgico. Foi demonstrado
gue com esta pratica produz um produto de qualidade mais uniforme em todo o de todo o
processo de obtencdo do vinho (RIBEREAU, 1985; VIVAS et al., 2003).

A seguranca fermentativa é um dos objetivos essenciais de um eno6logo. No entanto, as
vezes e dificil obter em certas leveduras por conta das variedades de processos. Sob todas as
condicBes, o Lalvin EC 1118 é considerado um fermento abrangente, pois sua neutralidade
aromatica associada as suas qualidades fermentativas torna-o um dos mais indicados para
utilizacdo em hidroméis ou outras bebidas fermentadas (ALBAN, 2009).



Neste trabalho foi escolhido o fermento Lalvin EC 1118 (Saccharomyces cerevisiae
bayanus)devido as propriedades microbioldgicas e enoldgicas que ele contém que sdo:
presenca de proteina killer, a qual permite inibir a acdo de leveduras de contaminacéo;
tolerancia ao alcool elevada, até 18 % alcool; rapida cinética fermentativa em um range amplo
de pH; ampla gama de temperatura de fermentagéo, incluindo baixas temperaturas (entre 10 a
30 °C); baixa necessidade de nitrogénio assimilavel, baixa necessidade de oxigénio
especialmente em temperatura baixa; baixa producdo de acidez volatil; producdo média de
SO2;baixa producdo de HS; e baixa producdo de espuma. A representacdo grafica do
comportamento do fermento e sua cinética em comparagcdo com outros tipos de levedura estéo
apresentadas na Figura 1.

Geracdo de CO entre temperaturas e dias Cinética Fermentativa entre diferentes tipos de
3s Leveduras Secas Ativas

0 5 10 15 20 25 30 35 40

=
Velocidade da reagdo (g.I/h)

Dias Tempo (h)
CO (g) 15°C CO(g 20°C CO (g) 28° C 5A1 1542 EC1118

Figura 1 — Representagdo grafica do comportamento do fermento utilizado em relagdo a temperatura e entre
outros tipos de Levedura (Fonte: ALBAN, 2009).

Efeitos da Temperatura nos padrdes analiticos

Torija e colaboradores (2002) desenvolveram andlises quimicas que foram
realizadas em vinhos sob diferentes temperaturas (Tabela 2), todos apresentaram acucares
residuais abaixo de 2g | *. Onde o rendimento do etanol diminuiu & medida que as
temperaturas aumentaram. Acido acético, em particular, o glicerol aumentou conforme a
temperatura aumentou. O acetaldeido teve concentracdo maxima quando a fermentacdo foi
realizada a 20 °C, e concentracdo minima a 35 °C. A soma de todos os produtos secundarios
(glicerol, &cidos acetico e succinico e acetaldeido) aumentaram conforme a fermentacéo e as
temperaturas aumentaram. Na verdade, esses resultados indicam duas mudancas no
rendimento dos produtos de fermentagdo. Embora as diferencas entre o rendimento em 15 e
20 °C e o rendimento de 25 e 30 °C pode ser considerado sem importancia (3g | 1), deve-se
considerar também a perda de CO2. Por outro lado, as mudancas entre 30 e 35 °C sdo
drésticas.

Tabela 2 — Analise Quimica de produto final p6s fermentacéo.

Concentracéo (g 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C
1-1)
Etanol 93,60+0,562 93,04 £0,88 90,00+0,56 89,60 + 0,00 79,52+ 1,84
Glicerol 6,05 +0,11 6,59 +0,07 6,91 +0,11 7,18 £0,02 7,38 £0,08
Acetaldeido 0,05 £0,00 0,09 0,01 0,04 £0,00 0,04 £ 0,00 0,02 £ 0,00
Acido Succinico 0,74 £0,06 0,89 £0,04 0,77 £0,06 0,92 £ 0,08 0,70 £ 0,03
Acido Acético 0,08 £0,01 0,13 0,01 0,14 +£0,00 0,13+0,01 0,22+ 0,04
Soma de 100,52 100,74 97,86 97,87 87,84
produtos
CO; 89,53 88,99 86,08 85,70 76,06
Produtos + CO; 190,05 189,73 183,94 183,57 163,90
Rendimento de 47,52 47,23 45,68 45,48 40,36
Etanol

a Desvio Padrdo. b Etanol Produzido (g | %) x 100 de agucar inicial (g | ). Fonte: (TORIJA et al.2002).



Viabilidade Fermentativa

A viabilidade do fermento diminui a medida que aumenta a temperatura, devido ao
maior acimulo de etanol intracelular em temperaturas mais altas, o que seria toxicidade
celular (NAGODAWITHANA et al., 1974) e alteraria a estrutura da membrana, diminuindo
sua funcionalidade (LUCERO et al., 2000).

No entanto, em baixas temperaturas ndo houve declinio,entdo a fase estacionaria durara até o
final da fermentacéo.

O efeito de altas temperaturas € o fim prematuro da fermentacédo, o que significa que
a fermentacéo esta incompleta e a concentracao de etanol é baixa. Sendo assim, a temperatura
afeta ndo apenas a cinética de fermentacdo (taxa e duracdo da fermentacdo), mas também o
metabolismo da levedura, que determina a composicdo quimica de bebidas fermentadas.
Como esperado, a concentracao final de alcool diminui com o aumento da temperatura, o que
tem sido relacionado a uma queda no rendimento de etanol e um uso reduzido de substrato
(TORIJA et al,2002).

Resposta ao Estresse

O crescimento e funcionamento necessitam de um ambiente intracelular adequado.
Onde quaisquer mudancas podem resultar em uma cadeia de variacbes onde pode reduzir a
atividade enzimética e interrupcdo do fluxo metabdlico onde a célula em condigdes de
vulnerabilidade. Porem, Sacchromyces cerevisiae possui capacidade de se manter em
homeostase interna diante de um ambiente instavel (MELO, 2006).

O aumento da temperatura ocasiona o estresse metabdlico fator que pode ser explicado
por um efeito causado pelo choque térmico. Inicialmente as taxas metabolicas aumentam em
decorréncia da elevacdo de temperatura de todo o sistema, e subsequente, a resposta
metabdlica ao estresse. Esse aumento pode ser caracterizado como ativagdo do sistema de
resposta ao estresse sendo elas: adaptacdo, inativacdo ou morte celular (MELO, 2006).

Estresse Metabolico

Sacchromyces cerevisiae possui a capacidade de resposta em estresse metabdlico.
Onde possui preferéncia como via metabdlica a glicose como fonte de carbono e energia.
Quando a glicose é limitada, o qual exige a presenca de oxigénio. O metabolismo respiratorio
apresenta um maior rendimento em ATP (MELO, 2006). Em elevadas temperaturas
desencadeia uma redistribuicdo do fluxo metabolico onde provoca um aumento instantaneo
do metabolismo que em seguida diminui, alcancando um novo estado estacionario
(MENSONIDES et al, 2002).

Estresse Osmético

O estresse osmético ocorre quando a levedura em contato com o mosto (liquido
acucarado a ser fermentado) desencadeia uma resposta da célula contra estresse. No inicio da
fermentagdo, o estresse osmotico é observado quando ha reducdo gradual dos agucares do
meio. Quando submetidos a altas temperaturas geram uma pressdo osmotica mais expressiva
podem modificar o metabolismo da levedura ou diminuir a viabilidade da mesma
(HEGGART et al., 1999).



Manutencdo Metabolica

As toxinas contidas na proteina killer sdo ativas contra uma variedade de diferentes
leveduras, frequentemente fora do género e espécie das cepas produtoras. No entanto,
interacOes entre a proteina e fungos patogénicos também foram descritas, indicando que tais
toxinas de leveduras que contem este tipo de proteina em sua estrutura podem ter potencial
agentes de biocontrole antimicético para patdgenos fangicos de plantas e para o tratamento de
infeccdes fangicas em humanos e animais (BROWN, ROEMER, BUSSEY, 1999).

A Figura 2 mostra o efeito da temperatura na estabilidade da toxina killer de S.
cerevisiae. A toxina manteve-se estavel apos 4 h de incubacédo a 8°C e 25°C a pH 4,1. A 30°C,
a toxina reteve a atividade killer apds 1 h de incubacdo; e perdeu 50% desta atividade ap6s 2 h
e 30 min. de incubacdo. A toxina killer foi completamente inativada por aquecimento a 40°C
por 1 h em pH 4,1, apresentando instabilidade como outras toxinas killer de Saccharomyces
cerevisiae, a temperaturas acima de 38°C, ap0s a primeira hora de incubacdo (BROWN,
ROEMER, BUSSEY, 1999).
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Figura 2 - Atividade da proteina killer em relacdo ao tempo de atividade presente na levedura
Sacchromyces cerevisiae. Fonte: (BROWN, ROEMER, BUSSEY, 1999).

Reacéao

O etanol € um composto quimico constituido de carbono, hidrogénio e oxigénio. Sua
caracteristica principal € a presenca de uma hidroxila ligada a um radical a um
hidrocarboneto. O etanol é um liquido incolor, limpido, de cheiro agradavel e fortemente
penetrante, seu sabor € caustico e ardente (DAMASCENO,2010).

Quando a Saccharomyces entra em contato com 0 mosto, a sacarose, glicose e a
frutose constituem os primeiros substratos a serem utilizados pelas células onde s&o
degradadas até sua transformacéo em &cido piravico, por uma sequéncia ordenada de reacGes
catalisadas por enzimas especificas. Em anaerobiose hd uma tendéncia para a atuacdo das
enzimas piruvato-descarboxilase e alcool-desidrogenase, produzindo etanol e dgua a partir do
acido piravico (TOSETTO, 2008).

Como os agucares ndo atravessam a membrana celular livremente, a sua passagem
requer a acdo de proteinas transportadoras denominadas permeases (ZASTROW E
STAMBUK, 2000). Os monossacarideos sao transportados por difusdo facilitada conhecido
como hexoses (HXT1-HXT7) sendo que alguns possuem alta e outros baixa afinidade pela
glicose. Todas estas permeases diferenciam-se pelas afinidades com a glicose e frutose, sendo
a maioria com a glicose. Por este motivo a glicose do meio é captada mais rapidamente do
que a frutose (ZASTROW e STAMBUK, 2000).



A sacarose, dissacarideo formado por uma molécula de glicose e uma de frutose
unidas através de uma ligacdo a-1 B-2, € hidrolizada extracelularmente por invertases
especificas, sendo que os monossacarideos formados sdo captados pelos transportadores de
hexoses descritos acima (CARLSON, 1987).

Uma vez transportadas para o interior das células, a glicose e a frutose sdo degradadas
pela via glicolitica transformando as moléculas simples (monossacarideos), por uma enzima
denominada invertase. Esses monossacarideos sdo em seguida submetidos a acdo de outra
enzima, denominada zimase, até piruvato ser totalmente convertido a CO; e H.O pelo ciclo do
acido citrico e fosforilacdo oxidativa, ou entdo, ser degradado até etanol e CO2 pelo processo
denominado de fermentacgéo alcodlica (GANCEDO e SERRANO, 1989).

Material e Método
Densidade do mel

Com uma balanca analitica e dois bales volumétricos de 100 ml, foi realizada a
medicdo de densidade do mel em um ambiente de 20 °C. Foi inserido o baldo na balanga e
realizada a tara. Apds, foi retirado o baldo e com o auxilio de uma pipeta descartavel foi
completado o volume até o menisco. Novamente sua massa foi aferida e, dividindo a massa
pelo volume de 100 ml, determinou-se a densidade. O procedimento foi realizado em
duplicata.

Com os resultados foi realizada a média e encontrada a densidade do mel. Como a
proporcao de preparo é de 37% em volume, foi realizada a multiplicacdo da proporcdo de mel
pela densidade obtida para encontrar a massa contida na solugdo, com a razdo de proporc¢ao de
mel e da agua foi encontrado a densidade final da solugdo.

Montagem do Biorreator e estufa

Como tanque do reator batelada, foram utilizados bal6es volumétricos de 1L, uma
rolha de polipropileno como selo de vedacgdo e uma valvula Air Lock Tipo “S” a fim de evitar
a entrada de oxigénio e liberar Di6xido de Carbono proveniente da reacao.

Para estufa foram utilizadas madeira compensada, uma manta de isolamento térmico
de aluminio e uma ldampada incandescente de 100 W para geracdo de energia térmica.

A fim de criar condi¢des ideais de temperatura continua, ou seja, um ambiente de
temperatura controlada. Pois, exercem funcdo de barreira que impedem trocas térmicas entre
0 meio externo e interno, sendo assim, garantindo uniformidade térmica.

Sanitizacao do Biorreator e Utensilios

Para a santizacdo dos biorreatores e utensilios, foi utilizada uma solucéo sanitizante a
base de PAC 200, medido na colher padrdo fornecida no sanitizante, 20 g de PAC 200
diluidos em 10 litros de agua e realizada homogeneiza¢do, conforme recomendacdo do
fabricante, aguardado 1 hora e colocado a solucgdo nos biorreatores e utensilio por 10 minutos.

Preparacéo do Mosto

Para a producdo de hidromel, preparou-se o mosto a partir da diluicdo de mel com
agua potavel em uma proporgdo de 37%. A levedura mais utilizada para produgdo da bebida
pertence a marca Lalvin tipo EC 1118, pois possui capacidade de resistir a altos niveis de teor
alcodlico (>16%) (FERNANDES et al., 2009).



O mel silvestre foi adquirido na cidade de Amparo - SP de um apicultor local situado
em area rural, com uma colher de sopa, foram inseridos 370 ml de mel aproximadamente 426
g na proveta e transferido para o recipiente de homogeneizagdo. Em uma segunda proveta
foram inseridos 630 ml de agua aproximadamente 630 g e transferido para o recipiente de
homogeneizacdo. Parte desse volume de agua foi transferido na proveta com mel para
conseguir remover todo o mel que ficou nas paredes da proveta. Foi entdo realizada a total
homogeneizacdo do mel em &gua.

Afericdo da densidade da mistura
A densidade da mistura mel e 4gua foi determinada pelo densimetro da marca H&G.
Preparo da Levedura

Conforme recomendado pelo fornecedor da EC1118, a levedura foi aquecida (starting)
com a adicdo da solucdo em temperatura controlada a 35°C por um termémetro digital
(BILBOS — BL101) em um recipiente de inox. A homogeneizacéo foi feita até total dilui¢do
das macro particulas de fermento serem incorporadas.

Acondicionamento das Amostras

Com o auxilio de um funil, foi transferida a solucéo para os biorreatores e instalado as
rolhas de polipropileno ideal para a vedagéo entre o bocal do baldo e a conexédo da valvula Air
Lock, sequencialmente, foi completada cada uma das valvulas com um pequeno volume de
agua para que ndo houvesse a entrada de oxigénio e liberacdo de CO>. Nesta etapa também foi
utilizada uma proveta para completar as valvulas Air Lock com agua

Calculo do rendimento da reacado de fermentacéo

Para o calculo do rendimento da reacdo de fermentacdo, a temperatura da amostra
deve estar em 20°C. Desta forma, as amostras foram retiradas do refrigerador e da estufa e foi
aguardada a estabilizacdo das temperaturas em 20°C. A amostra a temperatura ambiente ja
estava com essa temperatura. O hidromel filtrado com o auxilio de um filtro de café de papel
da marca Melitta® de graduacdo 103 para separacao do fermento. O hidromel foi transferido
para uma proveta da marca Deltex® e inserido o densimetro H&G, anotada a densidade e
aplicada a formula de %ABV (Alcohol by volume), apresentada na Equacéo 1.

%ABV = 131,25 x (OG — FG) (1)

Onde o OG é o valor da densidade antes da fermentacdo e FG o valor da densidade apds a
fermentacdo, esse valor é multiplicado pelo fator 131,25 que resulta no valor do teor alcodlico
do hidromel. Foi realizado esse mesmo procedimento para todas as amostras.

Célculo de 100% da reacao da fermentacgéo

Silva e colaboradores (2006) afirmaram que o mel é uma solucdo concentrada de dois
acucares redutores: frutose e glicose com uma proporc¢édo de 69,5%. Partindo deste principio,
através do célculo de densidade foi possivel estipular sua massa, a partir da pesagem da
solucdo (agua e mel) em uma proveta de 100 mL. Seguindo padrées empiricos em 37% de
mel na solucdo (Fernandes et al, 2009). Sendo assim, para estabelecer a quantidade tedrica do
acucar utilizou a proporcdo da concentracdo dos acUcares redutores pela razdo da



concentracdo tedrica do mel. Foi calculada a quantidade de mol presente no aglcar da
amostra. E em segui a quantidade de mols contidos de glicose na amostra baseado em sua
massa molar de 180g/mol (JACKMAN, 1991).

Considerando a reacdo balanceada R2, a proporcdo molar é de 1:2:2 (1 CsH1206 Glicose, 2
C2Hs0H Etanol e 2 CO; Didxido de Carbono) e foram realizados célculos estequiométricos
para a determinacdo da quantidade de mols e a massa de etanol e CO,. Com a densidade do
etanol de 0,79 g/ml (FISPQ), pode-se determinar o volume de etanol gerado.

Resultados e Discussao
No processo de fermentacdo a temperatura variou durante o periodo de trinta e cinco

dias, onde é possivel visualizar seu comportamento em relacdo aos ambientes em que as
amostras foram alocadas, conforme gréafico da Figura 3.
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Figura 3 — Temperatura ao longo de trinta e cinco dias durante a fermentagao entre os dias 09/08/2020 até
13/09/2020. Fonte: Proprio Autor

Para a média da temperatura ambiente, foram consideradas as temperaturas maximas e
minimas dos dias no periodo, essas informac6es foram coletas no site de previsdo do tempo
Climatempo (https://www.climatempo.com.br). As médias das temperaturas com seus
respectivos desvios padrdes estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Média e Desvio Padréo das Temperaturas ao final dos trinta e cinco dias de fermentac&o.

Ambiente Estufa Refrigerador
Média (° C) 27 36 5,2
Desvio Padrdo Temperatura 5,69 0,45 0,26

Fonte: Proprio Autor

Para os calculos médios das temperaturas nos ambientes foram realizadas as somas das
temperaturas e dividido pelos numeros de dias coletados, ja os calculos de desvio padrdo, foi
aplicado a formula com o auxilio de uma planilha de Excel.

Durante o processo de fermentagdo no periodo de 09/08/2020 a 13/09/2020 observou-
se que as amostras expostas ao ambiente sofreram a maior variacdo, pois houve no periodo
uma variabilidade no clima, com amplitude diaria de 13°C a 34°C, fato indicado pelo de
desvio padrdo. No refrigerador houve uma variabilidade muito pequena, valor maximo de
0,9°C, assim seu desvio padrdo ficou com o menor indice das trés amostras. Na estufa,
mesmo também sendo um ambiente controlado, a variacdo foi maior que no refrigerador, com
valor maximo de 3,9°C.



Analises Qualitativas

Apb6s a fermentacdo, as amostras foram filtradas como mostra Figura 5, e foi
observado que no papel filtro continham particulas de fermento ndo dissolvidos para
posteriormente evitar quaisquer resultados equivocados de densidade que implicam
diretamente no percentual alcoolico obtido.

Observou-se que as amostras fermentadas em estufa e no refrigerados estavam com
sua coloracdo semelhante ao mel (Figura 4), o que pode indicar menor teor alcodlico, uma vez
que o mel ndo foi totalmente consumido. Porém, as amostras submetidas a altas temperaturas
estavam com odor acetico. Alban (2009) evidéncia que o forte odor pode ser proveniente da
geragdo de H»S (&cido sulfidrico), seu odor é semelhante a ovos podres. Devido ao fato de que
as leveduras submetidas ao processo fermentativo precisam de agucares para seu catabolismo,
isto é, para obter a energia necessaria para seus processos vitais, mas eles também precisam
de outros substratos para seu anabolismo, como nitrogénio, fésforo, carbono, enxofre,
potéssio, magnésio, calcio e vitaminas, especialmente tiamina (vitamina B1). Portanto, é de
vital importancia que o meio tenha uma base nutricional adequada para ser capaz de realizar
fermentacdo alcoolica. A deficiéncia de nutrientes causard um estresse metabdlico onde
ocorrera uma degradacdo inadequada dos agucares presentes, liberando acido sulfidrico. As
amostras submetidas a baixas temperaturas, apresentaram aroma semelhante ao mel.

Somente as amostras fermentadas a temperatura ambiente tiveram sua coloracdo
clarificada, e podem ter tido o melhor rendimento de conversdo alcodlica, pois espera-se ter
havido a quebra dos aclcares do mel e transformacdo em etanol. O aroma apresentava
aspectos indiferentes ao mel e remetentes ao alcool.
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Figura 4 — Comparativo das caracteristicas visuais do fermento apds a fermentacéo.
Andlises Quantitativas

Céalculos de densidade do mel

A Tabela 4 apresenta os valores da duplicata da medida da massa do mel para 100 mi
e a massa média com seu desvio padréo.

Tabela 4 — Dados obtidos para obten¢do da densidade das amostras e média.

Bal&o VVolumétrico (100 ml) Massa mel (g)

Amostra 1 140,9195
Amostra 2 141,2688
Média 141,09415
Desvio Padrdo 0,2470

Fonte: Préprio autor



A massa média do mel para 100 ml foi de 141,09415 g, 0 que proporciona uma
densidade de 1,4109415 g/ml.

Calculos de densidade da solucédo

A densidade inicial da solucdo € dada pela média ponderada entre a média da
densidade das amostras de mel e a porcentagem do volume, e a densidade de agua e seu
volume. O valor calculado foi de 1,152 g/ml.

sorucio = 1,4109415.0,37 + 1.0,63 = 1,152g/ml

Todos os célculos realizados adiante para a determinacdo de teor alcodlico sdo
provenientes de equacdo. Desta forma, para validar esse resultado, determinou-se a densidade
da solucdo também por densimetro, o qual apresentou 0 mesmo valor de 1,152 g/ml.

Calculo teorico de fermentacdo com 100% de rendimento

Apbs a fermentacdo, a densidade da solucdo final (FG) foi determinada pelo
densimetro, e os valores de cada amostra estdo apresentados na Tabela 5.

Com o valor da densidade inicial de 1,152 g/ml na solucédo de agua e mel (OG) e uma
concentracdo de 37% de mel foi obtida uma massa em mel de 42,624 g de mel na solugéo,
como porcentagem de aclcar do mel é de 69,5%, foi calculado a quantidade de 29,6237g
acucar presente na amostra utilizando método de proporcionalidade (SILVA et al., 2006) e
(FERNANDES et al., 2009).

Calculada a quantidade de mols contidos em 29,6237g de glicose e baseado na massa
molar de 180g/mol (JACKMAN, 1991) obteve-se 0,1646 mols de glicose. Sabendo que a
proporcao molar é de 1:2:2, foi determinado que sdo produzidos 0,3292 mols de etanol e CO..

Com a massa molar dos compostos etanol (46 g/mol) e CO2 (44 g/mol) e o valor de
0,3292 mols, foi calculada massa de etanol e CO da reagéo, sendo 15,141 g de etanol e
14,483 g de CO>,

Com a densidade do etanol retirada da FISPQ em 0,79 g/ml, calculou-se o volume de
etanol gerado em 19,16 ml.

Pela Equacéo 1, foi determinado o teor alcodlico tedrico de cada amostra.

Tabela 5 — Dados obtidos entre os ambientes e suas amostras para obtencdo da quantidade de Alcool por
volume.

Ambiente Estufa Refrigerador
Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra
1 2 3 1 2 3 1 2 3
oG 1,152 1,152 1,152 1,152 1,152 1,152 1,152 1,152 1,152
FG 1,068 1,072 1,074 1,041 1,04 1,04 1,15 1,151 1,15
ABV 11% 10,50% 10,24 1,44% 1,58% 1,58% 0,26% 0,13% 0,26%

Fonte: Proprio autor

A média do teor alcoolico de cada ambiente de fermentagcdo com seu desvio padrao
estd apresentado na Tabela 6.



Tabela 6 — Calculo médio de Desvio Padrdo e Rendimento da reacdo em relacdo ao 19,17% do total possivel
tedrico.

Ambiente Estufa Refrigerador
Média 10,58% 1,53% 0,22%
Desvio Padrdo %ABV 0,32% 0,07% 0,06%
Rendimento 55% 7,98% 1,15%

Fonte: Proprio autor

Conforme observado na analise qualitativa, as amostras que ficaram expostas as

condicdes e variacOes de temperatura do meio ambiente apresentaram o melhor rendimento da
reacdo de fermentacdo (10,58+0,32%). Mesmo com variagOes de quase 20 °C (minima 14 e
méaxima 30) foram obtidos resultados acima de 10% de volume de etanol, devido a faixa de
temperatura permanecer dentro dos padrdes que a literatura estipula como ideais para o
processo fermentativo a base de EC1118, que € o rendimento da reacdo obtido foi de 55%
com desvio padrdo pequeno, porém, o maior em relacdo as outras condi¢des de temperatura
que foram realizados os testes de fermentacdo. Na literatura o valor esperado € de 21% a 70%
que se refere 4% a 14% em alcool devido as normas vigentes. Neste caso, constatou que este
meio foi o mais favoravel em questbes de rendimento da reacéo.
As amostras que ficaram expostas a condi¢fes de temperaturas elevadas foram aquelas que
tiveram o segundo melhor rendimento da reacdo de fermentacdo, porém, com valores muito
abaixo do apresentado pela literatura e normas de comercializagdo. Mesmo com baixas
variacdes de temperatura obtiveram-se resultados préximos de 1,50% de volume de etanol,
devido a faixa de temperatura permanecer acima do que a literatura estipula como ideais para
0 processo fermentativo a base de EC1118 alcoodlica de 4 a 14% de volume de etanol,
acarretando na aceleragdo da reagdo e na morte prematura do fermento. O rendimento da
reacdo obtido foi de aproximadamente 8% com desvio padrdo pequeno, mostrando uma
uniformidade de temperatura dentro da estufa.

Nas amostras que ficaram expostas as condi¢es de baixas temperaturas, a pequena
fermentacao ocorreu devido ao processo de starting do fermento, o qual foi cessado quando
as trocas de calor entre as paredes do baldo volumétrico e o ambiente refrigerado passaram ser
a mesmas préximo a 5 °C. Mesmo com baixas variagdes de temperatura obtiveram-se
resultados préximos de 1,15% de volume de etanol, devido a faixa de temperatura permanecer
muito abaixo do que a literatura estipula como ideais para o0 processo fermentativo a base de
EC1118, acarretando na estagnacdo do processo.

Em relagdo ao desempenho fermentativo do EC1118 como mostra na Figura 1, o
experimento comprovou que ha um crescimento exponencial na cinética fermentativa em um
intervalo de tempo de 20 horas onde a levedura trabalha em condic¢des 6timas de temperatura.
Esse fator é correlacionado ao starting do fermento, onde inicialmente as trés amostras
possuiam a mesma cinética, porém, as amostras em estufa acarretaram em um estresse
metabolico onde a alta temperatura acarretou em um pico de velocidade, e apds isso, uma
qgueda. Na amostra refrigerada, a velocidade da reacdo passa a diminuir conforme a
diminuicdo da temperatura.

Conclusdes

Apbs os estudos, foi concluido que os existe uma faixa ideal de temperatura para a
fabricacdo de hidromel, com base no fermento EC1118, esta entre 15 e 30°C, apresentado na
literatura (TORIJA et al., 2002) e comprovado experimentalmente. As amostras
condicionadas a temperatura ambiente ficaram expostas dentro da faixa considerada ideal,
com isso apresentou o melhor resultado de formacdo de etanol com relagdo aos outros



ambientes expostos. Na andlise sensorial, 0 aroma do alcool se sobrepde ao do mel o que
evidéncia tais fato.

Em temperaturas muito altas, ha um inicio de fermentacdo, porém a morte das
leveduras ocorre de maneira acelerada. Em contrapartida, nos casos de baixa temperatura
pode-se considerar que praticamente ndo ocorrem as reagOes de fermentacdo. Atribui-se a
uma pequena producdo de etanol na amostra refrigerada, pelo processo de starting do
fermento, isso se deve ao fato da levedura ter iniciado o processo do consumo de glicose,
porém, foi pausado devido a temperatura do refrigerador ser transferida para solucdo de agua
em mel por convecgéo.

Na amostra submetida a altas temperaturas, o processo de consumo de glicose foi
acelerado porem houve morte precoce, e, com isso foi obtido um baixo rendimento na
formacdo de etanol e desenvolvimento de bactérias acarretando em odores indesejados
acéticos e coloragdo escura.

Com os resultados obtidos, conclui-se que ndo se torna viavel o investimento em
equipamentos para manter um sistema aquecido para a fermentagdo nos periodos de inverno e
sim desenvolver sistemas de bloqueio de baixas temperaturas externas ao ambiente de
fermentacdo, obtendo variagdes, temperaturas minimas e maximas admissiveis.
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